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 摘要 
程序性细胞死亡指的是一类受信号通路调控的细胞死亡，不但是动物体内的
一类基本事件，而且是维持各器官稳态的重要机制，其中细胞凋亡、坏死样凋亡
和细胞焦亡在最近一直很受关注。一系列小鼠疾病模型的研究结果显示程序性细
胞死亡会参与到多种免疫相关疾病中，如动脉粥样硬化、脓毒症等。然而关于程
序性细胞死亡对免疫系统直接作用的研究一直难以展开，这是因为在疾病模型中
通常会有多种细胞死亡方式并存，程序性细胞死亡天然刺激物（TNF，LPS 等）
本身就具有极强的促炎功能。 
为了探究细胞凋亡、坏死样凋亡和细胞焦亡分别对体内免疫系统（先天性免
疫和获得性免疫）的影响，我们通过非促炎化合物诱导 Caspase-8，RIP3 和
GSDMD 寡聚化，成功构建出单纯的主动性细胞凋亡、坏死样凋亡和细胞焦亡模
型。我们的实验结果显示坏死样凋亡和焦亡而非凋亡的细胞能够释放出大量
DAMPs，在体内可以募集大量先天性免疫细胞（巨噬细胞和粒细胞）；与树突状
细胞共培养后，发生坏死样凋亡和焦亡的细胞均明显比凋亡的细胞更促进树突状
细胞的成熟，然而在 CD8+ T 细胞的交叉呈递和交叉致敏过程中，只有发生坏死
样凋亡的细胞能显著诱导出 CD8+ T 细胞的交叉呈递和交叉致敏，凋亡和焦亡的
细胞均无明显促进作用。此外，与凋亡和焦亡相比，坏死样凋亡的细胞更容易被
树突状细胞吞噬，并且以一种不同于凋亡‘吃我’信号的方式被树突状细胞识别。
我们的结果显示体内局部发生坏死样凋亡能够刺激和引起一连串从先天性到获
得性免疫的反应。 
 
 
关键词：细胞凋亡；坏死样凋亡；细胞焦亡；交叉致敏 
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Abstract 
Programmed cell death (PCD) is the death of cells in any form, mediated by 
intracellular signaling pathways. PCD plays an indispensable role in animal 
development and tissue homeostasis. Apoptosis, necroptosis and pyroptosis have 
received great attention in recent years. Mouse-model studies have revealed that PCD 
is implicated in the pathogenesis of many inflammatory diseases. Because cell death 
can also be inflicted merely by injury of the cells independent of activation of the 
PCD pathway, many natural PCD inducers are potent proinflammatory proteins. 
To directly study the effects of apoptosis, necroptosis and pyroptosis on immune 
system (innate and adaptive immune responses), we set up pure PCD models for 
apoptosis, necroptosis and pyroptosis by noninflammatory agents induced 
oligomerization of caspase-8, RIP3 and GSDMD. Compared to apoptosis, necroptosis 
and pyroptosis of cells released more damage-associated molecular patterns (DAMPs), 
and were more potent in eliciting innate immune cells and promoting DC maturation. 
Necroptotic cells, but not apoptotic cells or pyroptotic cells, could induce robust 
cross-presentation and cross-priming of CD8+ T cells. We showed that DCs more 
efficiently phagocytosed necroptotic cells than apoptotic and pyroptotic cells. Unlike 
apoptosis, necroptotic cells don’t display a canonical 'eat me' signal of apoptosis. Our 
results reveal that local necroptotic cells can trigger and initiate a cascasding innate 
and adaptive immune responses in vivo. 
 
 
Key Words: Apoptosis; Necroptosis; Pyroptosis; Cross-priming. 
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第一章 前言 
1.1 程序性细胞死亡 
1.1.1 程序性细胞死亡的定义和分类 
程序性细胞死亡（Programmed cell death，PCD）不但是动物体内的一类基
本事件，而且是维持体内各器官稳态的重要机制[1, 2]。依据其发生过程中的形态
学变化及具体分子机制，可以将其分为细胞凋亡（Apoptosis），坏死样凋亡
（Necroptosis），细胞焦亡（Pyroptosis），铁死亡（Ferroptosis）和自噬性死亡
（Autophagic cell death）等死亡方式[3, 4]。体内外多种因素，如肿瘤坏死因子
（Tumor necrosis factor-α，TNF）、脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）等死亡配体、
病原体感染等都可以诱使细胞发生不同形式的死亡[4, 5]。本论文将着重研究细胞
凋亡，坏死样凋亡和细胞焦亡三种程序性细胞死亡。 
 
 
图 1.1 程序性细胞死亡分类及其信号通路[3] 
Fig 1.1 Signalling pathways of programmed cell death 
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1.1.1.1 细胞凋亡 
在 1972 年，Kerr Wyllie 和 Currie 首次将一种形态特异的细胞死亡定义为
细胞凋亡。细胞凋亡是最早被发现的一种由基因调控的，程序化的细胞死亡[6]。
细胞凋亡可以在很多物种的机体内发生，它被认为是一种用来清除机体内多余
细胞的重要机制[6, 7]。在动物发育过程中，细胞凋亡是促使器官成型的主要机
制，一个最鲜明的例子是细胞凋亡促进小鼠脚趾成型，小鼠胎儿从胚胎 12.5
天发育到 13.5 天再到 14.5 天，脚趾间的细胞逐渐消失最终导致了完整的脚的
成型（图 1.1）[8]。当动物体发育完成后，为了保证动物器官大小维持稳定，
细胞凋亡是机体用来抵消细胞有丝分裂（Mitosis）的一种机制[9]。此外，在机
体的免疫和防御反应、很多种疾病的发生发展等中，细胞凋亡发挥了不可替代
的作用。凋亡细胞具有其独特的细胞形态变化，主要表现为细胞皱缩，体积变
小，细胞核中染色质凝集、固缩、激活核酸内切酶切割 DNA 导致 DNA 片断
化, 细胞出泡形成许多包裹了细胞器的凋亡小体[10]，该过程中细胞膜保持完
整，无胞质内容物释放，磷酯酰丝氨酸（Phosphatidylserine，PS）外翻是细胞
凋亡的另一个重要特征，吞噬细胞通过特异识别 PS 可以迅速将凋亡细胞吞噬
并清除，因而凋亡被认为是一种抑制炎症的细胞死亡方式[11]。  
 
 
图 1.2 小鼠脚趾间边缘细胞凋亡促使鼠爪的成型[8] 
Fig 1.2 Sculpting the digits in the developing mouse paw by apoptosis. 
 
1.1.1.2 坏死样凋亡 
很长一段时间里，只有细胞凋亡被认为受基因调控，因而程序性细胞死亡指
的就是细胞凋亡。细胞坏死则被认为是被动性死亡，不受到基因调控。直到 1988
年 S M Laster 等人发现 TNF 除了可以诱导细胞发生细胞凋亡，还能让一些特殊
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细胞系走向细胞坏死[12]，这个里程碑式的发现表明某种坏死也是受到基因调控
的，后来人们将其命名为坏死样凋亡[13]。从形态变化上来讲，不同于细胞凋亡，
坏死样凋亡过程中伴随了细胞器肿胀，线粒体失去功能，细胞膜破裂和细胞内容
物泄露到细胞外等。在体内，坏死样凋亡的细胞会释放一些损伤相关模式分子
（Damage associated molecular patterns，DAMPs），这些 DAMPs 可激活先天性免
疫细胞（巨噬细胞、中性粒细胞等），因而坏死样凋亡被认为是一种促炎性的死
亡方式[14]。坏死样凋亡在动物胚胎发育中发挥的作用不大，而在病原体感染损伤
和一些疾病的发展中起着重要作用。坏死样凋亡被证实在小鼠抵御 I 型单纯疱疹
病毒（Herpes simplex virus-1, HSV-1）、耶尔森氏菌（Yersinia pestis）等病原体感
染过程中发挥了重要作用 [15-18]，巨噬细胞的坏死样凋亡促进动脉粥样硬化
（Atherosclerosis，AS）向晚期发展[19]，胰腺细胞的坏死样凋亡可加剧急性胰腺
炎的程度[20-23]，肝细胞的坏死样凋亡在药物引起的肝炎、酒精性肝炎中起到很重
要作用[24, 25]。 
1.1.1.2 细胞焦亡 
福氏志贺菌（Shigella flexneri）、沙门氏菌（Salmonella）等病原菌感染巨噬
细胞后会导致巨噬细胞死亡，并伴随有细胞因子 IL-1β 的分泌，由于这种死亡需
要天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋白酶 1（Caspase-1）的活化，最早人们认为这种死
亡方式是细胞凋亡[26-29]。1995 年，Ping Li 等人发现 Caspase-1 敲除的细胞对各种
凋亡刺激物均无抵抗效果[30]；2000 年，Molly A. Brennan 等人在以这种方式死亡
的细胞中无法检测到细胞凋亡核心分子标志 Caspase-3 的激活，并发现这种死亡
的细胞形态变化不同于凋亡，更像是细胞坏死[31]；不久后，Brad T. Cookson 将其
命名为细胞焦亡[32]。在细胞焦亡过程中，细胞核中染色质会聚缩，细胞核变小，
细胞质迅速发生肿胀，最终细胞膜破裂，细胞内容物释放，因此也会释放出很多
DAMPs[31]。细胞焦亡在细菌感染引起的脓毒症的发病中起重要作用，人们也发
现细胞焦亡参与了中枢神经系统和心血管系统疾病的发生发展[33-36]。 
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1.1.2 程序性细胞死亡的机制 
1.1.2.1 细胞凋亡的机制 
在哺乳动物细胞中，根据激活方式的不同，细胞凋亡信号可被分为三条信号
通路，即内源性通路（Intrinsic pathway）、外源性通路（Extrinsic pathway）和穿
孔素/颗粒酶通路（Perforin/granzyme pathway）。DNA 损伤，细胞周期故障和缺
氧等刺激会引发内源性通路的激活[37]。在内源性通路中通常 B 细胞淋巴瘤/白血
病-2（B-cell lymphoma/leukemia-2, BCL2）基因超家族成员 Bcl-2 同源拮抗物
（Bcl-2 homologous antagonist / killer，Bak）和 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 assaciated 
X protein，Bax）等的促凋亡结构域会被激活，导致线粒体膜电势的丧失以及膜
通透性的增加，线粒体中的细胞色素 c（Cytochrome c）、第二线粒体来源的天冬
氨酸特异的半胱氨酸蛋白酶激活蛋白（Second mitochondria-derived activator of 
caspase，SMAC）等被释放到细胞质内，其中出来的细胞色素 c 迅速与细胞质中
凋亡酶激活因子-1（Apoptotic protease activating factor-1，Apaf-1）以 2：1 结合
形成凋亡复合体（Apoptosome），进而激活该通路的起始 caspase（Caspase-9），
Caspase-9 通过剪切执行者 caspase（Caspase-3，Caspase-6 和 Caspase-7）导致细
胞死亡[38, 39]；SMAC 被释放到细胞质会与凋亡抑制蛋白（Inhibitors of apoptosis 
proteins，IAP）结合，使 IAP 失去功能，促进激活依赖于细胞色素 c 的 caspase[40, 
41]。另外，化疗药物和辐照也是通过激活内源性通路引起肿瘤细胞凋亡，p53 的
失活在肿瘤细胞内源性凋亡中起到很重要作用。一些配体（如 TNF，肿瘤坏死
因子相关的凋亡诱导配体肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体（TNF-related 
apoptosis-inducing ligand，TRAIL），Fas，Fas 配体 CD95L 等）与其对应的死亡
受体（如 TNF 受体超家族）结合会激活细胞凋亡外源性通路。以 TNF/肿瘤坏死
因子受体 1（Tumor necrosis factor receptor 1, TNFR1）介导的外源性凋亡为例，
三聚的 TNF 与 TNFR1 在细胞质膜上特异性相互作用后，TRADD、受体相互作
用蛋白 1 （Receptor-interacting protein 1, RIP1）、肿瘤坏死因子受体相关因子 2
（TNF receptor associated factor 2， TRAF2）、细胞凋亡抑制蛋白（Cellular inhibitor 
of apoptosis proteins，cIAP）和线性泛素链组合体复合物（Linear ubiquitin chain 
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assembly complex，LUBAC）形成复合体Ⅰ[42]，RIP1被 TNF诱导蛋白 3 （TNF Alpha 
Induced Protein 3, A20）或头帕肿瘤综合征蛋白（Cylindromatosis，CYLD）去泛
素化之后，从 TNFR1 上解离，形成由 Fas 相关的死亡结构域蛋白（Fas-associating 
protein with a novel death domain，FADD）、受体相互作用蛋白 3 
(Receptor-interacting protein 3, RIP3）、RIP1、FLICE 抑制蛋白（FLICE-inhibitory 
proteins，FLIPs）和前体 Caspase-8 组成的促凋亡复合体Ⅱ，其中前体 Caspase-8
发生同源二聚化导致 Caspase-8 自激活并脱离复合体Ⅱ，激活的 Caspase-8 通过
剪切 Caspase-3 或 Caspase-7 导致细胞凋亡。在免疫系统中，CD8+ T 细胞和 CD8+ 
自然杀伤细胞（Natural killer cell，NK）利用穿孔素/颗粒酶通路杀死靶细胞，激
活的 CD8+ T 细胞或 CD8+ NK 细胞向靶细胞周围释放穿孔素和颗粒酶，穿孔素迅
速在靶细胞质膜上形成孔洞，颗粒酶通过孔洞进入靶细胞，切割前体 caspase，
激活细胞凋亡信号[43]。 
凋亡和清除凋亡细胞对于动物发育和器官稳态维持是必需的。巨噬细胞可以
迅速吞噬凋亡的细胞，而不吞噬正常活细胞，这表明在凋亡细胞的表面会有某种
信号使吞噬细胞容易识别到它，现在人们把这个信号称为‘吃我’信号（‘Eat me’ 
signal）。人们推测过多种‘吃我’信号，包括 PS、甘露糖（Mannose）、细胞间
粘附分子-3（Intercellular adhesion molecule-3，ICAM3）和钙网织蛋白（Calreticulin，
CRT）[44]。已有研究显示，PS 外翻是受 caspase 调控的[45]。直到最近，混杂酶
（Scramblase）Xk-相关蛋白 8（Xk-related protein 8，Xkr8）和翻转酶 ATP 酶磷
脂转运蛋白 11C（ATPase Phospholipid Transporting 11C，ATP11C）被发现可以被
Caspase-3 切割，负责凋亡中 PS 的外翻，被剪切后 Xkr8 的混杂酶活性被激活，
双向地将磷脂分子非特异打乱，这样便可以迅速将 PS 暴露到细胞外侧。不同于
混杂酶，在正常细胞内 ATP11C 一直处于激活状态，负责将膜外的 PS 翻转回细
胞质一侧，当 Caspase-3 将其切断后，会导致 ATP11C 失去活性，这也加速了 PS
外翻的速率[46, 47]。CRT 也会在细胞凋亡过程中外翻，外翻的 CRT 会与 PS 结合，
可以为 PS 与吞噬细胞的吞噬受体搭桥，促进凋亡细胞被吞噬[48]。 
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图 1.3 细胞凋亡内源性通路的分子机制[49] 
Fig 1.3 Molecular mechanism of the intrinsic apoptosis 
 
 
图 1.4 细胞凋亡外源性通路的分子机制[50] 
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